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RESUMO

Endometrite tem sido apontada como a causa mais comum de infertilidade e
subfertilidade em equinos, ¢ a do tipo infecciosa, tem se mostrado recorrente em
programas de transferéncia de embrides. Existem diferentes técnicas para diagnostico
desta alteragdo uterina, como uso de aparelho de swab, citologia e biopsia uterinas. A
técnica do lavado uterino de baixo volume (BV) tem se tornado alternativa para um bom
diagnostico, pois, a partir dele conseguimos amostras para realizar cultura e citologia.
Recentemente o lavado uterino com alto volume (AV) foi relatado como alternativa por
entrar em maior contato com a superficie uterina. Portanto o objetivo desse trabalho foi
associar o método de lavado uterino com alto volume (AV) a técnica de lavado de
embrides em éguas doadoras, para isolar bactérias e caracterizar os isolados quanto a
espécie e a resisténcia aos antimicrobianos, comparando seus resultados a técnica de
lavado com BV nos mesmos animais. Foram utilizadas 28 éguas doadoras de embrides
que foram submetidas as técnicas de AV (1L) e BV (250ml) com Ringer Lactato. As
amostras recuperadas foram utilizadas para os exames de cultura e citologia. Os
resultados foram analisados utilizando o Teste exato de Fisher. Como resultado foi
demonstrado uma eficicia semelhante entre as técnicas de ambos os grupos, AV e BV
para isolamento bacteriano. Quando analisado se a presenga de embrido influenciou a
presenca ou ndo de bactérias, no exame de cultura, ndo houve diferenga entre os grupos
(P>0,05). Na analise de citologia somente 4 exames (7,14%), 1 no AV (1,78%) e 3
(5,36%) no BV, apresentaram neutrofilos. Dos grupos AV e BV foram isoladas 38
bactérias diferentes, das quais 18 (47,36%) apresentavam multirresisténcia a
antimicrobianos. Portanto, a técnica de AV associado ao lavado de embrides pode ser
uma alternativa para isolamentos de bactérias para realizacdo de exames de cultura,

auxiliando no diagnostico de éguas subférteis.

Palavras-chave: Endometrite; lavado com baixo volume; lavado com alto volume;
citologia uterina; microbiologia.



ABSTRACT

Endometritis is the most common cause of infertility and subfertility in mares. The
infectious type has been shown to be recurrent in embryo transfer programs. There are
different tests for diagnosing this uterine alteration, such as culture and uterine cytology.
Techniques like uterine lavage have become an alternative for diagnosis, as it allows to
obtain samples for cytology and culture. Recently, the use of high-volume uterine lavage
has been demonstrated as an alternative for diagnosing endometritis. Therefore, this study
aims to associate the high volume lavage (HVL) with the embryo flushing technique in
donor mares, to isolate and characterize bacteria in terms of species and antimicrobial
resistance, comparing the results with the low volume lavage (LVL) lavage technique in
the same animals. In this project, 28 mares participated and were subjected to both HVL
and LVL techniques. The recovered samples were used for cytology and culture tests.
Then, all data were computed, and statistical analyses were performed using Fisher's
Exact Test to obtain a comparative result. The results demonstrated similar efficacy
between the techniques of both groups, HVL and LVL for bacterial isolation. When
analyzed the presence of an embryo influenced presence or absence of bacteria in the
culture test, no difference was found between the groups. In the cytology analysis, only
4 tests (7.14%), 1 in HVL and 3 in LVL, showed neutrophils. From the HVL and LVL
groups, 38 different bacteria were isolated, and 18 (47.36%) of them exhibited multidrug
resistance. Therefore, the HVL technique combined with embryo flushing can be an
alternative for bacterial isolation for cytology and culture tests, assisting in the diagnosis

of sub fertile mares.

Key words: Endometritis; Low Volume Lavage; High Volume Lavage; Uterine
Cytology; Microbiology.
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1. Introducao

A endometrite ¢ uma das principais causas de infertilidade e subfertilidade em
éguas (PEREZ-MARIN et al., 2018; ALLEN; WILSHER; MORRIS et al., 2020). Esta
alteracdo gera prejuizos a equinocultura e ¢ considerada uma das trés doengas que mais

acometem equinos adultos (WEBER et al., 2021).

A endometrite pode ser classificada em carater infeccioso e nao infeccioso,
apresentando-se sob formas agudas ou cronicas (PEREZ-MARIN et al., 2018). Entre as
endometrites infecciosas, contaminagdes causadas por Streptococcus equi sSao
frequentemente relatadas, enquanto a endometrite persistente pods-cobertura ¢ um
exemplo recorrente de inflamagao nao infecciosa (CANISSO et al., 2020). Além disso,
Sa et al. (2020) descrevem um caso de endometrite infecciosa aguda induzida por
Escherichia coli, e Nunes et al. (2008) destacam que inflamagdes cronicas

frequentemente resultam em alteragdes estruturais e sinais de fibrose no endométrio.

Existem sinais clinicos que facilitam o diagnostico da afec¢ao, como ciclos estrais
anormais, secrecdo vaginal, presen¢a de liquido intrauterino e edemas uterinos anormais
(BRINSKO et al., 2003; RASMUSSEN et al., 2015). No entanto, existem as éguas
subférteis, que ndo apresentam sinais clinicos e evidéncias de alteragdes uterinas, mas
ndo apresentam resultados positivos na reproducdo (LEBLANC et al., 2007). A
subfertilidade pode ocorrer por varios fatores, como idade, ma conformagao do aparelho
reprodutor feminino e qualidade ou excesso do espermatozoide durante a cobertura

(CHRISTOFFERSEN e TROEDSSON; MARINONE et al., 2017).

Para os animais subférteis, existem diferentes meios que auxiliam no diagnostico
da endometrite subclinica, podendo-se associar um ou mais métodos (DIEL DE
AMORIM etal., 2016). Os exames mais usados sao cultura uterina e citologia, que podem
ser obtidos por escova ginecoldgica, swab ou utilizando a técnica de lavado uterino; e/ou

a histopatologia do utero, utilizando pinga de biopsia (DIEL DE AMORIM et al., 2016).

A técnica de lavado uterino tem se mostrado uma ferramenta valiosa no
diagnostico de endometrite em éguas, destacando-se por sua eficiéncia e praticidade

(DIEL DE AMORIM et al., 2016; PEREZ-MARIN et al., 2018). Uma das principais



vantagens ¢ a capacidade de obter amostras representativas do contetido intrauterino e a
utilizacdo dessas amostras para realizar exames de cultura e citologia (LEBLANC et al.,
2007). Existem métodos diferentes para os lavados uterinos: a de baixo volume, uma
técnica ja consagrada a campo e na literatura, onde utilizam-se volumes de 50 mL a 250
mL de solucdo (DIEL DE AMORIM et al., 2016). O outro método, chamado de alto
volume, utiliza 1L de solucdo para o lavado uterino, em que se espera obter uma amostra
mais representativa por ter maior contato com a superficie uterina quando comparado ao

método de baixo volume (RAVAIOLI et al., 2022).

Sendo assim, o objetivo dessa pesquisa foi isolar e caracterizar bactérias obtidas
a partir da técnica de lavado de alto volume associada com a tentativa de recuperacao
embrionaria. Além disso, comparou-se a capacidade de isolamento da técnica de alto
volume (AV) com a de baixo volume (BV), método padrao realizado durante a fase de
estro em éguas. As bactérias isoladas de ambas as técnicas foram caracterizadas quanto a
espécie e a resisténcia a acdo antimicrobiana e verificou-se se ha associacdo entre a

presenca delas e a auséncia de embrides.

2. Revisao de literatura

2.1 Etiologia e Fisiopatologia da Endometrite

Eguas subférteis e inférteis sdo consideradas importantes limitagdes em um
planejamento reprodutivo, sendo a endometrite a alteragdo uterina mais comumente
relatada como causa dessas condi¢cdes (ALLEN; WILSHER; MORRIS et al., 2020). Suas
consequéncias sao varias, desde a baixa recuperacdo embriondria até a morte precoce de
embrides, ocasionando grande prejuizo financeiro (LEBLANC et al., 2007; PEREZ-
MARIN et al., 2018; MORRIS et al., 2020).

Pasolini (2016) classifica como ¢éguas inférteis e subférteis aquelas que
apresentam uma de trés falhas: falhas em ter um ciclo estral regular; outras sdao éguas que
ciclam normalmente, mas apresentam diagnostico de gestacao negativo; e, por ultimo,
aquelas que ciclam normalmente, se tornam gestantes, mas ocorre morte embriondria
precoce. A endometrite ¢ frequentemente relacionada as duas ultimas categorias, e
algumas dessas fémeas tém sua capacidade reprodutiva afetada devido a fatores

anatémicos, como, por exemplo, conformacao vulvar indesejada, que pode ocasionar



pneumovagina e urovagina (CANISSO et al.,, 2020). Esses problemas anatdmicos,
associados a resposta imune afetada, podem levar ao desenvolvimento de endometrites

(FUMUSO et al., 2003; CHRISTOFFERSEN et al., 2012).

Eguas em programas reprodutivos sdo inseminadas ou cobertas (SQUIRES,
2013), e apds a introdugdo do s€émen no trato reprodutivo, ocorre uma inflamacao
fisiologica do endométrio, resultado da reacdo imunologica criada em resposta aos
componentes do sémen (LEBLANC ET AL., 1994). Normalmente, essa inflamacao
fisiologica se resolve em até 48h apds a cobertura. Em animais em que a resposta
inflamatoria permanece por um periodo maior, tal processo inflamatério se torna
exacerbado, podendo evoluir para endometrite infecciosa ou até fibrose endometrial

(CHRISTOFFERSEN e TROEDSSON, 2017; CANISSO et al., 2020).

A endometrite pode ser classificada como infecciosa aguda, infecciosa cronica ou
ndo infecciosa, sendo que as infecciosas podem ser subdivididas em flngicas ou
bacterianas (CHRISTOFFERSEN e TROEDSSON, 2017; SCOTT, 2020). A endometrite
ndo infecciosa € caracterizada por uma inflamag¢ao que ocorre sem a presenga direta de
agentes patogénicos, sendo geralmente associada a fatores mecanicos, como urina, ar,
sémen, que causam um aumento de citocinas, quimiocinas ¢ células do sistema imune,
como macroéfagos e linfocitos, levando a uma resposta exacerbada e inflamagdao do
endométrio (LEBLANC et al., 2007; RIDDLE et al., 2007, CHRISTOFFERSEN et al.,
2012). As formas infecciosas sao caracterizadas por respostas inflamatorias semelhantes
a forma ndo infecciosa, mas com a presenga de um ou mais patdogenos ocasionando o

processo infeccioso (CANISSO et al., 2020).

Existem sinais clinicos que auxiliam na determinacdo de quais animais
apresentam essa condi¢do, como corrimento vaginal, ciclos estrais anormais, morte
embriondria precoce, fluidos uterinos >2 cm detectados durante o estro na
ultrassonografia, edemas uterinos exacerbados e falhas na concepcao (Brinsko et al.,
2003; Rasmussen et al., 2015; D’Agostino et al., 2022). No entanto, existem as éguas
subférteis, que nao apresentam sinais clinicos e evidéncias de alteragdes uterinas, mas
que ndo apresentam resultados positivos na reproducdo (CHRISTOFFERSEN e
TROEDSSON, 2017), sendo casos mais desafiadores. Diferentes métodos diagndsticos

foram desenvolvidos para auxiliar no diagndstico dessas éguas.



2.2 Técnicas para Diagnosticos da Endometrite

O diagnostico da endometrite ¢ um dos maiores desafios encontrados na pratica
da reprodugdo equina (LEBLANC et al.,, 2007). Como existem animais que nao
apresentam sinais clinicos, esse atraso pode levar as éguas a agravarem seus sintomas
(CADARIO, 2014). Portanto, torna-se crucial determinar o diagndstico correto para

estabelecer o tratamento mais indicado (MAISCHBERGER et al., 2008).

Histodricos reprodutivos e exames como ultrassonografia sdo amplamente usados
como métodos de diagndstico para animais que apresentam endometrite clinica. Mas,
para animais com endometrite subclinica, existem exames complementares que
favorecem o diagnodstico (LEBLANC, 2003; BUCZKOWSKA et al., 2014). Os mais
comumente usados sdo microbiologia, citologia e histopatologia (LEBLANC et al., 2007;

DIEL DE AMORIM et al., 2016; PEREZ-MARIN et al., 2018; MORRIS et al., 2020).

A bidpsia endometrial € a técnica mais comum usada para obten¢do de amostras
teciduais para realizacdo de histopatologia. Exemplos de métodos de obtengdo de
amostras para cultura bacteriana e citologia sdo através da escova ginecoldgica e por
swab, respectivamente. Outra alternativa eficaz ¢ através do lavado uterino, onde, com a
solucdo recuperada, podem ser realizados tanto exames citoldgicos quanto de cultura
(LEBLANC et al., 2007; DIEL DE AMORIM et al., 2016; PASOLINI et al., 2016;
PEREZ-MARIN et al., 2018; MORRIS et al., 2020).

2.2.1 Swab Uterino

Culturas bacterianas realizadas a partir de amostras obtidas de swabs sdao métodos
mais comuns para o diagndstico de endometrite, tanto clinica quanto subclinica (RIDDLE
et al., 2007). Entretanto, o isolamento de bactérias uterinas ndo €, por si sO, um
diagndstico de infecg¢do, devendo ser avaliado em conjunto com outros sinais clinicos

(RIDDLE et al., 2007; BUCZKOWSKA et al., 2014).

Segundo Dascanio (2021), as amostras sdo coletadas no estro da fémea. A técnica
¢ realizada com a introdu¢do de um swab para contato com a parede do endométrio.
Entretanto, por ter contato somente com uma area de 1 a 2 cm, os resultados desse método

podem ser inconclusivos para infecgdes localizadas, além de haver a possibilidade de



contaminag¢do cruzada com a vagina e vulva durante a retirada do swab (LEBLANC et
al., 2007). Apds a introducdo, o swab deve ser retirado com cuidado para ndo haver
contamina¢do na vagina e vulva, sendo guardado dentro de uma embalagem propria e
refrigerado para prevenir o crescimento bacteriano até ser enviado ao laboratdrio

(DASCANIO, 2021).
2.2.2 Escova Ginecologica

A técnica de escova ginecologica ¢ utilizada para obten¢do de amostras para
realizar citologia uterina. Ela € realizada com a introducao via cervical para detecgdo de
células polimorfonucleares (PMNs) no utero, o que indica a presenca de inflamacao
(LEBLANC et al., 2007, PEREZ-MARIN et al., 2018). Para ser realizada, ¢ necessario
coletar um numero minimo de células (LEBLANC et al., 2007; DIEL DE AMORIM et
al., 2016; PEREZ-MARIN et al., 2018; CANISSO et al., 2020; MORRIS et al., 2020).

A maioria das amostras ¢ coletada durante o inicio e meio do estro (BROOK,
1993; LEY etal., 2002). Acredita-se que, durante essa fase, as defesas uterinas estdo mais
intensas, tornando mais provavel encontrar neutrofilos e bactérias em pontos de contato
com a escova (LEBLANC et al., 2007). Outra alternativa para obter amostra para
citologia ¢ a realizagdo de uma lavagem uterina para maior contato com o utero quando
comparado a escova ginecologica. Utiliza-se a técnica de lavagem, infundindo solucdo
ringer lactato ou fisioldgica, para obter uma amostra com maior contato com o endométrio
(LEY et al., 2002; CARD, 2005; LEBLANC et al., 2007). Apds a realizagdo dessa
técnica, centrifuga-se a amostra recolhida para preparar a citologia (LEBLANC et al.,

2007).

Células epiteliais do endométrio sao as mais comuns encontradas na citologia
uterina, enquanto os neutréfilos predominam em casos de inflamacgdes uterinas
(LEBLANC et al., 2007). Eles sdo raramente encontrados em fémeas saudaveis, e sua
presenga pode ser um sinal indicativo de endometrite, principalmente na forma subclinica

(CARD, 2005).

Para classificar o nivel de inflamag¢ao do endométrio, realiza-se a contagem dessas
células polimorfonucleares por campo (LEBLANC et al., 2007). RIDDLE et al., (2007)

classificam os animais como: sem inflamagdo quando apresentam PMNs <5%, com
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inflamacdo moderada para PMNs >5% e <30%, e com inflamacdo severa para PMNs
>30%, e, conforme Ferris et al., (2015), se ndo encontrar nenhum PMNs por campo, pode
ser considerado normal; de 1-2 PMNs por campo ¢ considerada uma inflamagao leve; de

3-5, uma inflamag¢ao moderada, e >5 PMNs por campo ¢ uma inflamagao severa.
2.2.3 Cultura Microbiologica

Com amostras obtidas a partir das técnicas de lavado uterino ou swab, pode-se
preparar as culturas (RIDDLE et al., 2007; PEREZ-MARIN et al., 2018). Elas séo feitas
em placas com diferentes meios (PEREZ-MARIN et al., 2018). Os meios utilizados
variam de acordo com o tipo de microrganismo suspeito: meios seletivos para bactérias
especificas, como MacConkey para Gram-negativas, ou meios enriquecidos, como o agar
sangue, para detectar um espectro mais amplo de bactérias. As culturas sdo incubadas em
temperaturas controladas (geralmente entre 35 e 37 °C) e em atmosferas que podem variar
entre acrobicas, microaerofilicas ou anaerobicas (RIDDLE et al., 2007; LEBLANC et al.,
2007).

De acordo com Oliveira et al. (2025), para analise das placas que tiveram
crescimento, de 1 a 10 culturas s@o consideradas de crescimento escasso (grau 1); de 11
a 100 sdo de crescimento moderado (grau 2); e mais de 100 culturas crescidas por placa
sdo de crescimento abundante (grau 3). Essas culturas sdo determinantes para diagnostico
e precisdo no tratamento, pois € possivel determinar nesse teste se ha resisténcia

bacteriana (RIDDLE et al., 2007).

Culturas como a de Escherichia coli, por exemplo, ndo induzem grande
inflamacao uterina e aumento no niumero de neutrofilos, o que torna este exame essencial
quando comparado a citologia para este tipo de bactéria, ao contrario do que ocorre com
a Streptococcus equii (WEBER et al., 2021). Portanto, esse ¢ considerado um teste muito
positivo para associacdo com outras técnicas de diagnostico da endometrite

(BUCZKOWSKA et al., 2014; PEREZ-MARIN et al., 2018).
2.2.4 Biopsia Uterina

Considerada o padrao ouro para diagnosticar a endometrite, a andlise
histopatolégica do endométrio realizada pela técnica de biopsia uterina pode ser muito

relevante (DIEL DE AMORIM et al., 2016; CHRISTOFFERSEN e TROEDSSON,
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2017). Esta técnica consiste na introducdo de uma pinga via cervical até o limen uterino
para coletar o fragmento (BUCZKOWSKA et al., 2014). Apos a coleta do fragmento de
endométrio, a pinga ¢ retirada, e o fragmento ¢ fixado, geralmente em formalina, depois
as amostras s3o processadas, seccionadas e coradas para avaliagdo (PASOLINI et al.,

2016).

Devido as mudangas no epitélio endometrial, possibilita a avaliagdo e o
diagnostico de patologias (LOVE, 2011). A grande vantagem da biopsia em relacdo as
outras técnicas ¢ a capacidade de avaliar ndo somente o epitélio, mas também camadas

mais profundas (KENNEY, 1977).

Essa avaliagdo mais profunda permite determinar se hd mudancas em vasos
linfaticos, distensdes glandulares, mudancas inadequadas para o momento do ciclo estral
em que a égua se encontra (KENNEY, 1977), além de identificar pontos de fibrose, o que
pode reduzir a capacidade reprodutiva daquele utero (PASOLINI et al., 2016 PEREZ-
MARIN et al., 2018).

Kenney (1978) classifica as mudangas uterinas encontradas pela bidopsia em 3
categorias: a categoria 1, onde hd poucas mudangas e o endométrio deve ser considerado
normal; a categoria 3, com mudancas profundas e irreversiveis no utero, com baixas
chances de gestacdo; e a categoria 2, que engloba as fémeas entre as categorias 1 € 3, com

algumas alteragdes no tecido uterino.

Embora essa técnica seja invasiva, com custo mais elevado e exija materiais e
conhecimentos especificos em comparagao a outros exames (DIEL DE AMORIM et al.,
2016), ela ¢ muito importante para determinar inflamag¢des profundas e mudancas
cronicas no endométrio. Além disso, apesar do diagnéstico ser mais demorado, ela

oferece maior precisdo (BROOK, 1993; PEREZ-MARIN et al., 2018).
2.2.5 Lavado Uterino com Baixo Volume

Para LeBlanc et al., (2007) a técnica de lavado uterino utilizando baixo volume,
ou seja, de 50 a 250 ml de solugdo ringer lactato ou salina, se mostra positiva, pois
consegue associar resultados microbiologicos e citoldgicos do endométrio. Este método

se baseia na introdu¢do de solugdo através da cérvix, no utero, utilizando uma sonda de
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silicone. Ap6s a massagem uterina via transretal, o liquido ¢ recuperado por gravidade

para o frasco onde inicialmente estava contido.

Apos a recuperacao desse conteudo, € feita a centrifugacao e preparacao do pellet
formado para analises de cultura e citologia (PEREZ-MARIN et al., 2018). Esta técnica
tem se mostrado eficaz principalmente para detectar inflamagdes em éguas subférteis
(LECTION et al., 2024). De acordo com Diel de Amorim et al., (2016) a vantagem da
técnica de lavado uterino ¢ a maior capacidade de avaliagio do endométrio, em
comparacao a outras técnicas como citologia e cultura por swab, onde sdo realizadas em

pontos focais.
2.2.6 Lavado Uterino com Alto Volume

Ravaioli etal., (2022) relatam que a realizag¢ao do lavado uterino com alto volume,
utilizando 1 a 2L de solug@o como ringer lactato ou salina, aumenta significativamente a
chance de obter resultados expressivos de cultura microbioldgica deste 6rgao, uma vez
que € possivel obter amostras mais representativas e apropriadas em comparacao a técnica
de baixo volume. Esse maior volume permite um maior contato com todo o endométrio
da égua, em comparagdo ao de baixo volume, onde hd menores chances de ndo haver
contato com todas as extremidades. Recentemente, foi relatado o uso de lavado de alto
volume (1L) para identificagdo de bactérias uterinas em 10 éguas com sinais clinicos para

endometrite durante o estro (Silva et al., 2024).

Apbs a recuperagdo do conteudo do lavado, este ¢ deixado em repouso para
decantagdo e depois separado em tubos para centrifugagdo. O pellet resultante da
centrifugacdo pode ser usado tanto para citologia quanto para cultura bacteriana
(RAVAIOLI et al., 2022). Portanto, esse método relatado recentemente se torna uma boa
ferramenta de diagndstico de endometrite, podendo ser associado a outras técnicas para

maior chance de identificar animais subférteis.
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3. Material e métodos

3.1 Animais

Foram utilizadas 28 éguas, com idade entre 4 e 18 anos, das racas Quarto de
Milha e Mangalarga Marchador em atividade reprodutiva na regido do Alto Paranaiba e
Triangulo Mineiro — Minas Gerais, € que foram permitidos por seus proprietarios através
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido a participarem do projeto. Destes 28
animais, 5 (17,85%) apresentavam historico positivo para endometrite. O projeto foi
submetido para avaliagio do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Uberlandia e, por se tratar de materiais bioldgicos que foram doados por médicos
veterinarios que trabalham rotineiramente com esses animais, ndo houve necessidade de

apreciagdo e aprovagao pela CEUA (parecer 78/2023).

3.2 Amostras de Lavados Uterinos

Durante duas estacdes de montas, 2022/2023 e 2023/2024, as amostras de
lavados uterinos foram colhidas por dois profissionais com experiéncia em diferentes
propriedades, em dois momentos das mesmas éguas: durante a tentativa de recuperacao
embriondria, onde o primeiro litro recuperado de Ringer Lactato (RL) apds a infusao foi
chamado de lavado de alto volume (AV, n=28); e no inicio do estro subsequente; quando
foi utilizado 250 mL de RL para realizar a coleta da amostra, caracterizando o lavado de

baixo volume (BV).

Todos os animais foram colocados em um tronco de contengdo, a regido
perineal foi previamente higienizada com sabdo neutro e agua, e secados com papel
toalha. Foram utilizadas luvas de palpagdo invertidas para evitar contaminagdo. Para
obtencdo das amostras em ambos os grupos, foram utilizadas sondas para lavado uterino
esterilizadas, que eram protegidas durante a insercdo, sendo colocadas em contato
somente com a c€rvix para evitar contaminagao pelo interior da vagina. A solucdo de
ringer lactato foi infundida para dentro do ttero, e ap0s isso, era realizada massagem no
utero através de palpacdo retal para maior contato do liquido com endométrio. Feito isso,

foi recuperado a solugdo dentro da propria do RL, a exce¢do do grupo AV que possuia o
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filtro estéril para recuperagdo embriondria antes da bolsa (Figura 1). O aspecto da solugao

recuperada quanto a sua caracteristica foi anotado.
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Figura 1: Painel ilustrativo do procedimento de coleta de embrido equino e obtenc¢do de
amostra na propria bolsa de ringer lactato. (Fonte: Adaptada de SILVA, E. S. M.
Tecnologia de embrides em equinos, 2024)

Apos a recuperacgao do contetdo, todas as bolsas foram lacradas e armazenadas
em caixas de isopor com gelo reciclavel. Quando coletada as amostras na cidade de
Uberlandia, foram enviadas no mesmo dia. Quando coletadas em outra cidade, as
amostras foram refrigeradas a 5°C na geladeira e enviadas no prazo maximo de 24hrs

apos o lavado, para o Laboratorio de Doencas Infectocontagiosas (LADOC-UFU).

No laboratério, 20 mls foram retirados através de uma seringa estéril para
realizar centrifugagdo a 25°C a 5000rpm durante 10 minutos. Apo6s isso foi descartado o

sobrenadante e com um swab resgatava o pellet para ser feito a cultura. O restante do
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conteudo da bolsa de RL foi deixado para sedimentacao, por no minimo 1h, apds isso foi
retirado por volta de metade do contetido sobrenadante e o restante dividido entre tubos
falcon estéreis de 50ml para serem centrifugados a 2250rpm por 10 minutos. Apds isso
todo o sobrenadante foi retirado, e com a solucao final foi realizado a ldmina para exame

citologico.

3.3 Cultura Microbiologica

As amostras apds a centrifugagdo foram estriadas em caldo BHI (KASVI), em
agitacdo e ndo agita¢do por 24 horas a 37graus C. As amostras eram repicadas em agar
sangue e agar MacConkey (KASVI), e deixadas para repouso em um periodo entre 24 a
36 horas em atmosfera de aerofilia e microaerofilia. As colonias que cresceram foram
avaliadas e realizado um teste de Gram. Ap0s isso as bactérias foram isoladas para fazer
o antibiograma utilizando o 4agar Muller Hinton, e posteriormente enviadas para
identificacdo por MALDI-TOF pela Qualileite, laboratério da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Sdo Paulo, Campus de Pirassununga,

SP.

3.4 Citologia Uterina

A partir das amostras obtidas dos pellets foi utilizado um swab estéril para coletar
o conteudo dos pellets e fazer o esfregago em uma lamina. Apo6s isso a lamina foi corada
com pandtico e analisada em microscopio com aumento 400x e 1000x com auxilio do
6leo de imersdo. Todos as amostras foram contadas 200 células, avaliando a propor¢ao

entre células endometriais, neutréfilos e outras células inflamatorias.

3.5 Analise Estatistica

Os dados foram tabulados, inicialmente, em planilhas do programa Microsoft
Excel® (Microsoft Office 365 Software, Redemond, WA, EUA). O programa estatistico
GraphPad Prism 10 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) foi utilizado para
confecgdo dos graficos e andlise estatistica dos dados utilizando o teste exato de FISHER.

Foi utilizado um nivel de significancia P<0,05.
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4. Resultados

Foi observado que ndo houve diferenga (P>0,05) entre AV e BV na ocorréncia
de culturas positivas ou negativas, mostrando distribui¢do semelhante dos eventos.
Quando observado isolado por grupo se a presenca ou auséncia de embrido durante a
técnica de lavado uterino para recuperacdo embriondria influenciava a ocorréncia ou nao

de cultura positiva, no AV nado houve diferenca significativa (P>0,05) (Tabela 1).

Foi observado também no BV que a presenga ou ndo de embrido durante o
lavado do AV realizado previamente (P>0,05) ndo influenciava no crescimento
bacteriano na cultura do baixo volume. Quando analisado se a presen¢a de embrido
influenciava a ocorréncia de cultura bacteriana em algum dos grupos AV e BV juntos,
mostrou que ndo houve diferenga estatistica (P>0,05), que a recuperagdo embriondria ndo

impacta em ocorréncia de crescimento bacteriano.

Em relacdo as culturas, foram observadas 13 culturas positivas (46,42%) no
AV, com crescimento de 16 bactérias diferentes (Tabela 1). O BV, resultou em 15
culturas positivas (53,58%) com 22 bactérias diferentes (Tabela 2). No AV, em 10
culturas cresceu somente um tipo bactéria, enquanto em outras 3 culturas cresceram 2
tipos diferentes. No BV, 9 culturas tiveram crescimento de somente 1 tipo, enquanto 5
tiveram aparecimento de 2 culturas e 1 cultivo teve crescimento de trés tipos de bactérias

diferentes (Figura 2).
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Tabela 1 — Bactérias isoladas na técnica de lavado uterino de alto volume (AV) durante tentativa de

recuperacdo embrionaria associado com a presenga ou ndo de embrido.

Presenca de

Identificacdo I Bactéria Isolada

Animal 1 Nao E. coli

Animal 3 Sim Acinetobacter baumannii

Animal 4 Sim E.coli

Animal 5 Nao E. coli

Animal 6 Sim E. coli

Animal 10 Sim Enterobacter cloacae

Animal 12 Nao Bacillus cereus

Animal 13 Nao E. coli

Animal 16 Sim E. coli e Staphylococcus aureus

Animal 18 Nao Streptococcus equi

Animal 19 Sim E.coli e ndo identificada

Animal 20 Sim Citrobacter kosiri

Animal 23 Sim Nao identificada e nao identificada
TOTAL: 13 Culturas Sim (61,54%) )

Positivas Nao (38,46%) 16 Bacterias

Tabela 2 — Bactérias isoladas pela técnica de lavado uterino de baixo volume (BV).

Identificacio Bactéria Isolada
Animal 1 E. coli; Klebsiella pneumoniae; Actinobacillus equuli
Animal 5 E.coli e ndo identificada
Animal 8 E.coli
Animal 11 E. coli
Animal 12 Klebsiella aecrogenes
Animal 13 Brevibacillus parabrevis e ndo identificada
Animal 14 E.coli e ndo identificada
Animal 15 E. coli e E. coli
Animal 17 Bacillus pumilus
Animal 19 E. coli e E. coli
Animal 20 Nao identificada
Animal 21 Klebsiella acrogenes
Animal 22 Klebsiella pneumoniae
Animal 23 Nao identificada
Animal 26 Nao identificada

TOTAL: 15 Culturas

Positivas

22 Bactérias
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Figura 2 — Numero de crescimento de culturas bacterianas encontradas por lavados uterinos de cada

grupo. AV - Lavado uterino de alto volume. BV - Lavado uterino de baixo volume.

Observando as 38 bactérias identificadas e analisando sua capacidade de
multirresisténcia, 18 bactérias (47,36%) apresentaram resisténcia a 3 classes diferentes
de antimicrobianos, enquanto 20 bactérias (52,64%) ndo apresentaram essa caracteristica.
Quando comparado estaticamente se 0 AV ou BV apresentaram maior chance de encontro
de uma bactéria com caracteristica multirresistentes, observou que nao houve diferenca

estatistica (P>0,05) entre os grupos.

Foram observadas 13 espécies diferentes de bactérias (Figura 3) com a
Escherichia coli ocorrendo em maior predominancia (42,10%). No exame de
antibiograma (Tabela 3), foram testados 9 antibidticos provenientes de 6 classes
diferentes nas 38 bactérias, a Amicacina, um aminoglicosideo, foi o que apresentou maior
sensibilidade (92,10%), seguido pela Enrofloxacina (86,84%) e o que mostrou maior

resisténcia foi a Penicilina, que teve (21,05%) de sensibilidade.
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Ndmeros
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Figura 3: Espécies e numeros de bactérias encontradas no exame de cultura bacteriana de ambos grupos

AV - Lavado uterino de alto volume e BV - Lavado uterino de baixo volume.

Tabela 3 - Classe dos antimicrobianos e resultado do teste antibiograma das 38 bactérias isoladas.

Classe Aminoglicosideos Cefalosporinas
Antimicrobiano Amicacina Estreptomicina  Gentamicina Ceftiofur Ceftriaxona
Sensibilidade 35 (92,10%) 21 (55.26%) 27 (71,05%) 21 (55.,26%) 21 (55.,26%)
Resisténcia 3 (7,90%) 17 (44,74%) 11 (28.95%) 17 (44,74%) 17 (44,74%)
TOTAL 38 (100%) 38 (100%) 38 (100%) 38 (100%) 38 (100%)
Classe Fluroquinolona p - Lactimicos Sulfonamidas Tetraciclinas
Antimicrobiano Enrofloxacina Penicilina Sulfazotrim Tetracilina
Sensibilidade 32 (86,84%) 7 (21,05%) 18 (47,36%) 25 (65,78%)
Resisténcia 6 (13,16%) 31 (78,95%) 20 (52,64%) 13 (34, 22%)
TOTAL 38 (100%) 38 (100%) 38 (100%) 38 (100%)

Caracteristicas como o aspecto do liquido recuperado apo6s as técnicas de lavado
uterino foi observado, onde no AV ndo apresentou nenhuma caracteristica anormal, e no

BV, um animal somente (3,57%) apresentou liquido turvo associado com presenga de
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contetido purulento, e com crescimento de 2 E.coli diferentes no exame de cultura. Em
relacdo a citologia, somente um animal do AV (3,57%) apresentou neutréfilos, enquanto
no BV, trés animais (10,71%) apresentaram citologia positiva, e todos esses animais

apresentaram crescimento de no minimo uma cultura de E.coli no exame microbiologico.

5. Discussao

Os resultados do isolamento bacteriano sugerem um resultado abaixo do esperado
para a técnica AV, que apresentou 13 culturas positivas (46,42%), contrastando com os
valores mais elevados (79,74%) encontrados por Ravaioli et al., (2022) para a mesma
técnica. Por outro lado, o grupo BV demonstrou um percentual similar ao AV de culturas
positivas (53,58%), embora ainda inferior aos 70% relatados por LeBlanc et al., (2007).
A expectativa inicial foi que a técnica AV apresentasse uma taxa de isolamento igual ou
superior a técnica BV, dado seu maior volume e potencial de sensibilidade. Contudo,
esses achados indicam que variaveis como condi¢des de coleta e preparo das amostras

podem ter influenciado negativamente a eficiéncia de ambas as técnicas, particularmente

aAV.

Fatores como o tipo de cultura, onde neste estudo foi realizado um método
tradicional, e meios utilizados para as culturas microbiologicas, que favoreceram
microrganismos aerobicos, podem ter limitado a capacidade de deteccdo de bactérias,
pois favoreceram um tipo especifico, ndo sendo possivel afirmar que ndo existam outros
tipos. Outro ponto foi que, neste estudo, ambas as amostras foram recuperadas por dois
profissionais diferentes e em sua rotina de trabalho a campo, diferente de um estudo
controlado. Além disso, houve diferenca nos perfis hormonais dos dois lavados, onde o
grupo AV estava no diestro e o BV era realizado no estro. Trabalhos recentes, como os
de Heil et al. (2019), Holyoak et al. (2022) e Silva et al. (2024), relatam que a fase do

ciclo estral pode influenciar na microbiota encontrada naquele momento.

Os dados indicam que a presencga de embrido no grupo AV foi associada a 8 das
13 culturas bacterianas positivas, um valor superior ao descrito por Pérez-Marin et al.,
(2018), que encontraram 12 culturas positivas provenientes de amostras obtidas de
solugdo RL dos filtros de embrido utilizados, mas somente 6 (50%) apresentaram
presenga de embrido. Entretanto, observou-se uma tendéncia estatistica de menor

presenca bacteriana no grupo AV, alinhada com a presenga de embrido. Esse achado ¢
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consistente com a hipotese de que a técnica AV associada com a técnica de lavado uterino
para recuperacdo embriondria pode ser usada como alternativa para cultura
microbiologica. Além disso, a presenca de embrido no AV ndo alterou significativamente
a ocorréncia de bactérias no grupo BV, refor¢ando a ideia de que outros fatores podem

desempenhar um papel mais relevante no crescimento bacteriano.

A predominancia de Escherichia coli como a bactéria de maior incidéncia neste
estudo e responsavel por 3 (5,35%) das citologias positivas, confirma o que Weber et al.
(2021) descrevem, de que estas bactérias nao induzem resposta inflamatoria e
recrutamento de neutréfilos. A outra citologia positiva encontrada, caracterizada pela
presenga de neutrdfilos, foi atribuida a uma bactéria ndo identificada, destacando a
necessidade de exames mais detalhados. Além disso, o tnico animal do grupo BV com
citologia positiva apresentou lavado com aspecto turvo e presenca de contetido purulento,
associando-se ao isolamento de duas bactérias diferentes, possivelmente cepas
patogénicas, reforcando o impacto da interacdo bacteriana no desenvolvimento de
endometrite. Esses achados ressaltam a complexidade das infecgdes bacterianas uterinas
e a importancia de identificar a diversidade de cepas para uma abordagem diagndstica

mais precisa.

Previamente, acreditava-se que o ttero da égua era estéril; entretanto, hoje existem
estudos mostrando que o aparelho reprodutor da fémea possui uma microbiota propria
(Heil et al. 2019; Holyoak et al. 2022). Dessa forma, identificar as bactérias uterinas
torna-se essencial para diferenciar patdégenos da microbiota. Conforme citado
anteriormente, 38 bactérias diferentes foram isoladas neste estudo, mas nao se pode
afirmar que sdo todas patogénicas, devido a baixa ocorréncia de citologia positiva, ao
aspecto do liquido recuperado com caracteristicas de endometrite e, principalmente, a

auséncia de exames como PCR e sequenciamento.

Os resultados indicam uma prevaléncia significativa de resisténcia a multiplas
classes de antimicrobianos entre as 38 bactérias estudadas, com quase metade (47,36%)
resistentes a pelo menos trés classes diferentes. Esse achado destaca a necessidade de
monitoramento continuo e estratégias de controle rigorosas para combater a disseminacao
de bactérias multirresistentes na reproducdo. A auséncia de diferenga estatistica
significativa entre os grupos AV e BV sugere que fatores além do ambiente ou manejo

podem influenciar a resisténcia bacteriana, o que pode ser preocupante no futuro. A alta
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sensibilidade a Amicacina (92,10%) e a Enrofloxacina (86,84%) indica que esses
antibidticos ainda sdo eficazes, possivelmente devido ao seu uso menos frequente. Por
outro lado, a baixa sensibilidade a Penicilina (21,05%) sugere uma resisténcia bem

estabelecida, provavelmente devido ao uso extensivo ao longo dos anos.

Quando comparadas a outros métodos para obtencdo de amostras para cultura
microbiologica, as técnicas de lavados uterinos sdo mais eficazes que as técnicas que
utilizam swabs intrauterinos e t€m contato com pontos focais do endométrio (RAVAIOLI
et al., (2022). Portanto, as informagdes apresentadas neste trabalho ressaltam a
importancia de um isolamento bacteriano eficaz; entretanto, esse dado, por si s6, ndo pode
servir como diagnostico de endometrite. E indispensavel associa-lo a sinais clinicos,
histérico reprodutivo do animal e, quando necessario, a outros exames complementares,
a fim de estabelecer um tratamento adequado contra cepas bacterianas patogénicas e

prevenir o aumento da resisténcia a diferentes antimicrobianos.

O AV se mostrou uma técnica promissora, mas ainda ¢ necessario
aperfeicoamentos, como a técnica de identificacdo no laboratorio, testar outras solugdes
para realizar o lavado uterino, e em estudos futuros avaliar a capacidade de

patogenicidade das bactérias.

6. Conclusao

Como conclusdo, podemos afirmar que a técnica de lavado uterino com alto
volume, associada ao procedimento de recuperacdo embriondria, se apresenta como uma
alternativa viavel para o isolamento bacteriano em exames microbiologicos. Além disso,
ndo encontramos associacdo entre a presenca ou auséncia de embrido e a influéncia no
crescimento bacteriano nas culturas. Outro ponto importante sao que as bactérias isoladas
demonstraram multirresisténcia, o que pode representar um desafio significativo para a

equideocultura no futuro.
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